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ABREVIATURAS
A Adenina.
ADN: Acido desoxirribonhtcleico,
AMPc: Monofosfato de Adenosina clclico.
ARN: Acido ribonucleico,
ATP; Trifosfato de adenosina.
BSA: Suero bovino con albumina.
C+ Citosina.
Cp:Cisplatino.
DMEM: Medic de cultivo de Eagle moditicado por Dulbecco.
EDTA: Acido etilendiaminotetracetico,
G: Guanina.
G1,5.G2, y M: Fases del ciclo celular.
Kb: kilohases.
Kda: Kilodalton.
nm: nanometros,
nk, nanomolar.
M: molar.
mg: miligramos.
mi: milllitros.
mM: milimolar.
uM: micromolar
MTT. Bromuro 3-(4,5-dimetiltrazolli-2)-2,5-difeniltetrazolio.
pb: pares de bases.
PBS: Amortiguador Salino de Fosfatos.
LHRH: Corticotropina.
T: Timina
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RESUMEN

La apoptosis es un proceso de muette celular fisioldgicamente activo, que a diferencia
de la necrosis, depende de una serie de mecanismos genéticos, moleculares y
bioquimicos que dirigen a la célula a la muente.

En el presente trabajo se utilizé el modelo apoptdtico de células Hel.a ( una estirpe
derivada de un carcinoma humano de cervix uterino) traladas con Cisplatino un
antineoplasico.

En este estudio se tratd de inhibir el proceso apoptdtico de células Hela tratadas con
Cisplatino, mediante diferentes agentes quimicos, reportados previamente por varios
autores, como capaces de bloquear la apoptosis en diversos modelos. Para este lin se
utilizaron tres tipos de sustancias: Quelantes de iones divalentes (EDTA y EGTA) a una
concentracion de (1mM); Inhibidores de sintesis de macromoléculas {(cicloheximida y
actinomicina a diferentes concentraciones) y por ultimo al Zine un inhibidor de
endonucleasas.

La obtencion de los resultados comprendié un andlisis de la viabilidad celular
{mediante la técnica de MTT), andlisis morfolégico {imediante la técnica de bromuro de
gtidio} y un andlisis bioquimico (electroforesis en gelas de agarosa ).

Los resultados experimentales mostraron que el modelo apoptélico de células Hela,
no se logra inhibir con los tratamientos de quelantes (EDTA y EGTA). Las células tratadas
bajo estas condiciones presentaron caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas de
apoplosis.

Los inhibidores de sintesis de macromoléculas (actinomicina y cicloheximida), tampoco
lograron inhibir el proceso apoptdtico inducido por cisplatino en HelLa. De la misma
manera con estos inhibidores, se presentd un considerable descenso en la viabilidad
celular. Estas células tratadas bajo las condiciones anteriormente mencionadas, mostiaron
caracteristicas motfoldgicas tipicas de apoptosis, corroborandose estos datos con los
resultados de electrolorasis obtenidos, donde se muestran los fragmentos de ADN de 180-



200 pb (patrén ladder). Ademds, por si mismos, estos inhibidores de macromoléculas
pueden activar la muerte celular apoptética an células Hel.a.

El tratamienlo con zinc logré inhibir el procaso apoptético de células Hela tratadas
con cisplatino. Aunque el zinc no inhibe la muerte celular, bloguea al menos la muette
celular por via apoptdtica, ya que las células tratadas con zInc no presentaron ni cuerpos
apoptéticos, ni el patran “ladder”.

Las caracterfsticas morfoldgicas observadas de las células Hel.a tratadas con zinc
muestran nicleos en forma arrifonada. Esta caracter(stica no ha sido descrita en necrosis
ni apoptosis.

Posiblemente el zinc este interfiriendo en vias fisioldgicas importantes, que juegan un
papel de reguladoras de la muerte por apoptosis.



INTRODUCCION.

1 -GENERALIDADES.

E! término apoptosis fué introducido por Kerr en 1972, y se define como un proceso
fisiologicamente activo de muerte celular que se presenta en tejidos normales durante la
embriogénesis, diferenciacién y metamorfosis (1). .

Todos los organismos necesitan de los mecanismos apropiados para eliminar células
anormales, asi como aquellas.que han cumplido con su funcién. La apoptosis es uno de
estos mecanismos celulares, genéticamente programado para mantener el desarrollo
normal y la homeostasis (4). Se reconoce que las células deben perderse continuamente
en muchos tejidos normales para equilibrar 1a division celular, pues de lo contrario cuando
este halance se altera el resuliado final puede ser una expansién tumoral de células. El
descubrimiento de una muerte celular programada, cuyas caracteristicas ultraestructurales
son consistentes con un fendmeno controlado y activo, apoya la hipétesis do que la muerte
celular desempefa un papel importante en la regulacidn de la poblacion celular en una
variedad de tejidos, bajo condiciones fisiologicas y patoldgicas (5).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA APOPTOSIS.

La apoptosis afecta especificamente a células individuales o grupos pequefios de
células de una manera asincrdnica, siendo fdcilmente identificadas mediante microscopio
de luz. Los cambios morfoldgicos durante la apoptosis han sido extensamente estudiados,
llegéndose a demostrar que existe una secuencia de eventos que hacen de la apoptosis
una forma de muerte celular con caracteristicas morfolégicas distintivas. Se ha ohservado
que las células afecladas reducen su volumen, eliminan su contaclo con las células
vecinas, y pierden elementos de superficie especializados como micravellosidades y
uniones intercelulares (49). La morfologia de las células apoptdticas se caracleriza por
una compactacion y segregacion de la cromatina en el nicleo, acompanada de una



condensacion del citoplasma, preservando en buenas condiciones los organelos. Se
desarrollan protuberancias pedunculares, que finalmente se separan de la célula, las
cuales llegan a contener organelos intactos. A estas vesiculas se les denomina cuerpos
apoptaticos, siendo fagocitados y digeridos por células adyacentes in vivo (2). Es
impottante senalar gue estos cuerpos no muestran evidencia estructural de degeneracion
y es probable que en esa etapa ellos sean capaces de presentar actividad metabolica (49).

LA FRAGMENTACION DEL ADN EN LA APOPTOSIS

Existe una considerable variacion cn la sefial inicial y los eventos melabdlicos
celulares necesarios para inducir apoptosis, dependiendo en gran parte del tipo celular y
de 1a naturaleza del evento externo, que dispara la apoptosis (5). En los descubrimientos
de Wyllie, al estudiar el ADN de células apoptdticas, mediante electroforesis en geles de
agarosa, se mosiré que el ADN aparecia fragmentado como una escalera (ladder),
conteniendo varias bandas de ADN, con fragmentos mdltiplos de 180-200 pb,
aproximadamente(46). en su estudio Wyllie encontrd que este patrén de ADN se debe a
una activacion de endonucleasas especificas (3). Si bien existen varias endonucleasas
candidatas que rompen el ADN en aeste patrdn “ladder”, atn no han sido caracterizadas y
purificadas, varios experimentos sugieren que incrementan su actividad, de una manera
dependiente de los niveles de calcio citosodlico, sosteniendo la idea de que la movilizacion
de calcio es la clave para programar el rompimiento internucleosomal del ADN. Los
trabajos de Mc¢ Conkey, demostraren que timocitos inmaduros, al incrementar los nivales
de calcio, activan la fragmentacién del ADN (1). También en timocitos tratados con
glucocorticoides (inductor de apoptosis en estas células) el aumento en los niveles de
calcio citosdlico estimula tanto la activacion de la endonucleasa como la muerte celular. El
pretratamiento intracelular con el iondforo de calcio A23187 estimula la apoptosis en
timocitos e incluso puede ser activada por la incubacién del ndcleo con concentraciones
micromolares de calcio libre (7). La degradacion del ADN ocurre en un patrén especitico,
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estas rupturas se encueniran cerca de la envoltura de la histona octamerica en el
nucleosoma, lo cual indica que la cromatina ha sido cortada por fa endonucleasa entre las
uniones de los nucleosomas (regidn linker), produciendose fragmentos

oligonucleasomicos (11).

Desde el descubrimiento del rompimiento interucleosomal de! ADN de timacitos
tratados can glucocorticoides, este praceso ha sido abservado en casi todos los casos de
apoptosis que han sido estudiados, entre los que se incluyen al epitelio uterino, préstata,
células eritroides, queratinocitos, linfocitos, células de leucemia,” macrofagos.
Adicionalmente la apoptosis inducida en timocitos por diversos estimulos ( adenosina,
AMPc, iondfora de calcio, irradiacion, hipertermia y ATP), se asacia con la fragmentacion
internucleosomica del ADN.

La fragmentacién del ADN, ocurre muy tempranamente en el praceso apoptético
apareciendo varias horas antes de que ia viabilidad de las células blanco decrezca (11).

El patrén de fragmentacion del ADN durants la apoptosis es complejo, en realidad el
ADN es degradado en pequefios fragmentas oligonucleosomicos que caracterizan el
ladder. La fragmentacion en la apoptosis estd considerada en base a la organizacion
estructural de la cromatina, la cual es cortada por una endonucleasa dependiente
posiblemente de calcio y magnesio. Se ha propuesto un modelo de fragmentacion del
ADN en el cual participa la ADNasa 1, la cual se activa y rompe el ADN secuenciaimente
en 3 etapas. La primera etapa comienza con la activacion de una endonucleasa la cual
corta entre los bucles sobre las proteinas cromasomicas que forman el esguelelo
cromasdmico, en donde se anclan los bucles que son cortados aproximadamente a unas
300 kb (10). Se ha dicho que los sitios de corte son ricos en A'T. La segunda etapa,
conforma al segundo nivel de corte, el cual esta dado dentro de los bucles, agui los sitios
de corte son ricos en G:C, y cada bucle contado contiene entre 20 000 a 100 000 pb. La
tercera etapa confarma cortes a nivel de los nucleosomas obteniendo fragmentos entre
180 a 200 pb dependiendo de 1a especie. A medida que la endonucleasa va cortando la
cromatina estd adquiere flexibilidad para llegar a cortar a nivel de nucleasoma. Estos tres
niveles de corte de la endonucleasa pueden presentarse al mismo tiempo (10).



CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE APOPTOSIS Y NECROSIS.

La aparlencia ultraestructural de la necrosis es del todo diferente a la que se presenta
durante la apoptosls, siendo distintive por la pérdida de permeabilidad selectiva de las
membranas plasmédticas, Estas alleraciones son respuesta de la temprana desactivacion
de las bombas-ion de la membrana. Dado el movimiento de cationes a través de la
membrana en altas concentraclones, le acompafian cambiantes fluidos, que causan el
hinchamiento celular. El incremento de calclo citosdlico libre, resulta en la activacién de las
fosforilasas membranales, que degradan los fosfolipidos, romplendo asl la membrana en
general (11). Bioquimicamente la apoptosis difiere de la necrosis, por presentar el patron
ladder, que a diferencia de la nacrosis el corrimiento del ADN aparece como una mancha
desvanecida en un gel do agarosa (2). 'La muerte celular por necrosis ocurre en respuesta
a la gran variedad de condiciones y sustancias toxicas perjudiciales, incluyendo entre
estas hipertermia, hipoxia, isquemia y trauma celular directo, entre otras. La tabla I resume,
las caracteristicas morfoiégicas que distingue a la apoptosis de la necrosis(2).



TABLAI. COMPARACION DE CARACTERISTICAS MORFOLQOGICAS DE NECROSIS Y

APQPTOSIS.
CARACTERISTICA NECROSIS APQPTOSIS
APARIENCIA Afecta usualmente Afecta a células
HISTOLOGICA grup0s NUMEI0s0s individuales.
da células.
Inflamacidn presen- Inflamacién ausente.
te.
CAMBIOS ULTRA- Poca marginacién, Marginacién y con-
ESTRUCTURALES desaparece cuando densacion.
DE LA CROMATI- la membrana nu-
NA clear se destiuye.
NUCILEQLO Aparece cornpactado Muestra granulos
dispersos
hasta la degrada-
cién citoplasmatica.
MEMBRANA Presencia de estruc- Progresiva convo-
NUCLEAR turas porosas. lucién: resultando en
protuberancias
que tenminan se-
parandoss.
CITOPLASMA Hinchamiento de Condensacién del
todos los comparti- citosol, estructu-
mentos Seguida por ralmente todos los
una ruptura de mem- organelos estdn
branas y destruccion intactos.
da organelos.
1991, Harbor Laboratory Press,

Tomado de Tomei D.L y Cope 0.F,

5
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PROCESOS FISIOLQGICOS Y FISIOPATOLOGICOS EN DONDE ESTA
PRESENTE LA APOPTOSIS.

La muerte celular en tejidos normales es un fenomeno biologico universal en ¢l
desarrollc de animales vertebrados e invertebrados. Un mejor término para la muerte de
poblaciones celulares, durante el desarrollo del embrion, pudiera ser la pérdida celular
programada, la cual es causada por la expresidn de genes. El término apoptosis podria
ser confinade a una forma especifica de muerte celular que juega un papel importante en
el desarrollo y regulacién del crecimiento. (1). La apoptosis es importante en el desarrollo
del embrion en vertebrados superiores, estando implicada en la pérdida de membranas
interdigitales, en la fusidn del paladar, en el desamollo de la mucosa intestinal y de la
retina. El recambio celular de tejidos normales adultos (células hepdticas, epitelio adrenal,
epilelio cortical, criptas del epitelio intestinal y en la diferenciacién de condrocitos), se da
por apoptosis. Wyliie y Kerr sugieren que la apoptosis es un fendmeno active normal , el
cual juega una funcién regulatoria en el control del tamario de la poblacidn celular ( 2, 60),
Cuando el proceso apoptdtico se encuentra aiterado puede dar lugar a procesos
fisiopatoldgicos en donde no se logra mantener la homeostasis de las poblaciones
celulares, ya que el balance entre la proliferacion y la apoptosis se pierde, come ocurre en
el cancer, SIDA, Alzheimer, etc. En los siguientes tablas (11 y 1il) se presenta un panorama
general de los tipos celulares donde la apoptosis se maniticsta, tanto en cl desarrollo
general, como en procesos fisiopatoldgicos (11).



Tabla . SUCESOS Y MEDIADORES DE LA APOPTOSIS

TIPO CELULAR
{desatrollo general)

MEDIADOR

Blastocistos.
Neuronas.

C. elegans

- Metamorfosis.

Musculo intetsegmentai.
Queratinocitos.

-Sistema inmune.
Células Ty B autoreactivas.
Timocitos inmaduros.
Células blanco.

Células de la prostata.
Seno lactante.

Células cancerosas pancredticas.

Células del epitelio uterino.

Células adrenocorticales.

-General

Células progenitoras eritroides.
Timocilos.

Hibridomas B.

Monacitos.

Células Endoteliales.

Eosindfilos.

Células embrionarias.

Células granulosa y luteas.

Poliaminas.
Translado de factores aeurotrdficos.
Desarollo,

20-hidroxiecdisona.

Homona tiroidea.

Activacion.

Linfocitos T.
Células citotoxicas K.

Translado de Andrégeno.
Translado de PRL.
Analogos de LHRH.
Translado de hormonas

Esteroides del ovario.

Translado de ACTA.

Factor de necrosis tumoral.
Translado eritropoyectin.

Glucocorticoides.

T-interleucina 6.

T-interleucina d-b.

Factor de crecimiento de

fibroblastos.

T-interleucina 5y 3.

T. de factores de crecimiento
Epidemmal.

PMGS.

Células neuronales. T. del factor de crecimiento neural.

rowado de Schwartzman AR,y Cidlowski A J. 1993, Endocrine R;14:
133-151,
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Tabla 111 SUCESOS Y MEDIADORES DE LA APOPTOSIS.

TIPO CELULAR
(dafio/entermedad)

MEDIADOR

Células del masculo.
Células renales.

Células musculo neonatal.
Glanduia parotida.

-Tejidos neopldsicos

Leucemia linfocftica B.
Tumor de la prostata.
Cancer pancreatico.
Carcinoma C. basal.
Carcinoma C. €scamosos.
Tumor mamario.

Cancer del seno.
Melanoma maligno.

-Drogas Anticancerigenas
Células ovaricas hamster C.

L.eucemia aguda linfoblastica.
L.eucemia crénica mielogena.

Atrofia del mdsculo
Obstruccién ureteral,
Bipuvacaina.
Obstruccion ductal.

Glucocorticoides.
Glucocorticoides
Gilucocorticoides.
Antagonista LHRH.
Antagonista LHRH.
Espontaneo
Esponténeo.
Espontaneo.
Esponténeo.
Espontdneo.

Cisplating.
Etoposido.
Flourouracil-5.
Methotrexato.

L.eucemia C. mieloides Ara-c.
-Condiciones adversas
Fibroblastos (hamstar). Hipoteimia.
Meastocitoma murino. Hipertermia.

C. ovario (hamster). Hipertermia.
-Lineas tumorales
Intestino. (rradiacion.
Timocitos. lrradiacion,
Paratiroide. Irradiacion,

C. linfoides. Colchlcina.

Higado. Dimetilnitrosamina.
Macrdfagos. Gliotoxina,
Hepatocitos. Acetominofén.
Cerebelo inmaduro. Metilmercurio.
Oligodendrocitos. Linfotoxina.

Tejido linfoide. Ricin-abrin,

Células linfoides de la Polimixina B.
sangre periféica. Infeccion por HiV.

Tomado de Schwartzmau A R, y Cidiowski A.J. 1993, Endocrine R;

135-151.

14
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ASPECTOS BIOMOLECULARES DE APOPTOSIS.

La maguinaria bdsica de apoptosis estd presente esencialmente en todas las células
de organismos multicelulares, en todas las etapas de vida, pero la activacion def programa
de suicidio estd regulado por muy diferentes sefales originadas tanto del medio
intracelular como extracelular. Estudios genéticos en el nematodo Caenorhabditis elegans
y en el diptero Drosophila melanogasier, han sido dirigidos a la identificacion de genes
que son requeridos para la induccién del programa de muerte celular. Un minimo de
componentes del programa apoptdtico ha sido conservado entre qusanps, inseclos y
verlebrados,

Varias seiales diferentes son capaces de influenciar la decisidn enlre la vida y la
muerte (dafo celular dado por radiacién, ionizacion, o infeccign viral, faclores
extracelulares, interaccidn celular y hormonas). Estas diversas sefiales pueden suprimir o
promover la activacion del programa de muerte (apoptosis). Sin embargo, ha sido diticil
identificar a las moléculas responsables ds apoptosis por sistemas convencionales
bioqufmicos y moleculares en los mamiteros. El programa de muerte celular en G, glegans
puede estar dividido en 4 distintas etapas. Estas incluyen la decision de una célula
destinada a morir, la muerte de la célula, la absorcidn de la célula muerta por fagocitos y la
degradacidon de los cuerpos fagocitados.

Tres genes afectan a todas las células sométicas en C. glggans . ced-3, ced-4 y ced-9,
los dos primeros estén diractamente implicados en la induccion apoptdtica, el tercero,
ced-9, protege a las células inhibiendo la muerte por apoptosis. Este gen (ced-9) expresa
una proteina que es homologa a la familia de bcl-2 del humano, la cual logra inhibir la
muerte celular en nématodos, consiguiendo parcialmente sustituir la pérdida de la funcion
de ced-9 (6).

Varios sistemas de segundos mensajeros han sido asociados con la induccian de
apoplosis. Los genes implicados en la muerte celular activa pueden influenciar en
aspactos del desarrollo celular como en  la apoplosis. Se ha demostrado que al gen
supresor de tumores p53 y el proto-oncogen c-myc llenen efectos en la apoptosis de
algunas cétulas, ademds de participar en otros procesos celulares, como la proliferacion.
Cuando se expresa la proteina p53 en la linea celular leucémica mieloide M1, las células
sufren apoplosis, sugiriendo que la proteina puede ser un reguladar endégeno (11 ). Otro
grupo de genes implicados en la apoptosls es la tamilia de bel-2. Bel-2 y belexL. inhiben 1a
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apoptosis de diversos sistemas celulaies y bax y belxs suprimen la accién de bel-2
induciendo apoptosis. La expresion de bcl-x fué detectada en varios lejidos,
particularmente en el sistema nervioso central y en el tima (9). Se han identificado varias
proteinas que pueden modular la apoptosis en varios tipos celulargs. Una proteina
especilica cuya Induccién y activacion ha sido implicada en la apoptosis es una
transglutaminasa. Esta protefna ocasiona una mezcla enlazante de proteinas, hasta
producir una rigidez debajo de las membranas de los cuerpos apoptdticos ayudando asi a
prevenir la salida de su contenido, para después ser fagocitadas por las células cercanas
in vivo(2).

[I.-CISPLATINO
QUIMICA:

El cis-diaminocloroplatino Il (cisplatino) es un complejo inorgdnico que contiene
platino. Es un complejo metdlico pesado que contiene un dtomo central de platino
rodeado por dos dtomos de cloro y dos moléculas de amaonio en 1a posicidn cis, presenta la
siguiente farmula molecular: P{Cl2HsN2 su peso molecular es de 300.1: es soluble en agua
o solucidn salina a 1 mg/ml.

NH3
.
NH3

o

/
\G

Fig1. Representacion malecular del Cisplatino
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ACCION:

El cisplatino posee propiedades bioquimicas simitares a fas de los agentes alquilantes
bituncionales que producen uniones cruzadas entre las cadenas de ADN
{(aductos). También se ha propuesto que el platino interactua con metalotioninas o
glutationinas, bloqueando de esta manera la formacion de aductos en el ADN (51 ).
Presenta una gran actlividad electrofilica, que reacciona con cualquier nucledfilo,
incluyendo grupos suliridilos en proteinas y grupos nucledlilos en acidos nucleicos (18).

NH3
Y

NH3

ADUCTO INTERCATENARIO ADUCTO INTRACATENARIO

Fig2. Interaccion del cisplatino con el ADN.
Tomado de Fichtinger-Schepman et al. 1985. Biochemistry.
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MECANISMO:

E! cisplatino ingresa a las células por difusion, los d&tomos de cloro pueden ser
desplazados directamente por reaccion con nucledfilos como los ticles. La hidrdlisis de
cloruro probablemente sea responsable de la formacion de especies aclivadas de la
droga. Los complejos de platino pueden reaccionar con el ADN, lormando uniones
cruzadas intercadena e intracadena. El N(7) de la guanina es sumamente reactivo y las
uniones cruzadas entre las guaninas adyacentes, sobre la misma cadena de ADN son
facilmente demostrables. Es probable que la geomelria de la forma cis, mas que la de
forma trans sea mds favorable para la formacién de uniones cruzadas intercatenarias e
intracatenarias. La formacién de uniones cruzadas intercordonales es un proceso
relativamente lento y tiene lugar en mucho menor grado. La especificidad del cisplatino
con respecto a la fase del ciclo celular parece diferir entre los distintos tipos celulares,
aunque los efactos sobre las uniones cruzadas son mads pronunciadas durante la fase S.
Aun cuando &l cisplatino es mulagénico, teratégenico y carcinogénico, no se ha registrado
una incidencla aumentada de segundos tumores, observados con algunos de los agentes
alquilantes. Ademds de su actividad con el ADN, el cisplatino puede reaccionar con otros
nucledfilos tales comao los grupos tioles de las proteinas (12).

El cisplatino tiene una potente actividad antitumoral. se usa en el tratamiento de
enfermedades malignas, que incluyen cdncer testicular, de ovario, cuallo, eséfago y vejiga.

En particular, el cisplatino ha sido mostrado que induce apoptosis en células del ovario
de hamster chino, aplicado en fase G2 del ciclo celular (52), en la linea celular leucémica
L1210, en células cancerosas de ovario humano (50) y en células hepdticas de rata (20).
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Il.-CELULAS HELA

Hela fue la primera linea celular epiteloide y aneuploide derivada de un tejido humano
y mantenida por cuitivo celular seriado. Fue aislada por G. 0. Gay, W.D. Coffman y M. T.
Rubicek en febrero de 1951, proveniente del carcinoma de cervix de una mujer de 31 afos.
Tiene un allo grado de division celular, multiplicandose aproximadamente cada 24 horas el
doble de la poblacion existente {13).

CICLO CELULAR DE HELA

En celulas Hela el ciclo de division se lleva a cabo aproximadamente cada 20 horas,
duplicandose la poblacidn. La mitosis tiene una duracion de 1.5 hrs, la fase G1 a parir d¢
m2 liene una duracién de 8 hrs, la sintesis de ADN puede durar hasta mds de 10 hrs (21).

45 hrs
mo 1.5 lhrs
m
6 hrs m2
18 hr

Fig 3. Ciclo celular de Hela
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CULTIVO CELULAR

l.as células Hela, han sido propagadas por afos. El medio generalmente empleado
consiste en una balanceada solucion enriquecida con sales y suero extraido de tejidos
embrionales. Para el crecimiento de esta linea celular se requiere de 13 aminoacidos
esenciales (arginina, cisteina, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, lreonina, triptofano, lirosina y valina). La siguients labla (IV) resume los
requerimientos para un crecimiento optimo de células Hela (15).

Tabla IV. REQUERIMIENTOS PARA EL CULTIVO CELULAR DE HELA.

AMINOACIDOS (mM) VITAMINAS (mM)
Triptofano 0.01 Colina Q.01
Histidina 0.02 Acido folico 0.01
Cisteina 0.03 Nicotinamida Q.01
Tirosina 0.03 Pantotenato 0.01
Metionina 0.03 Piridoxal 0.01
Fenilalanina 0.05 Ribotlavina 0.0t
Arginina 0.05 Tiamina 0.001
Leucina 0.1
Treonina 0.1
Valina 0.1

Lisina 0.1 SALES {mM)
Isoleucina 0.1
Glutamina 1.0 NaCl 100
KCI 5
NaH2P04, H20 1
NaHCOQa 2
CaClz 1
MgClz 05

COMPONENTES
EXTRA
Glucosa 5 mM
Penicillina 0.005 %

Estreptomicina  0.005 %
Rojo fenol 0.0005 %
Suero fetal B 5%

Tomado de Eagle H. 1955, Science; 122: 17-10,
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EL PAPEL DEL EDTA, EGTA Y ZINC EN LA APOPTOSIS.

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es un quelante elicaz de muchos melales
divalentes y trivalentes y el EGTA es un quelanle especifico de calcio y magnesio (16).
Estos quelantes han sido utilizados en varios 1ipos celulares que experimentan apoptosis,
en los cuales parece jugar un pape! importante el calcio, para la activacion de una
endonucleasa dependiente de calcio y magnesio, que corta el ADN en un palrén
especifico. Se ha demostrado que la apoplosis en limocitos puede ser inhibida por
quelantes de calcio como EGTA y EDTA (25). En células del bazo humano que
experimentan fragmentacion del ADN y por consecuencia apoptosis, el proceso se ha
logrado inhibir con EGTA 2 mM (26).

En células leucémicas linfociticas la fragmentacidn del ADN inducida por “fragmentin®
ha sido inhibida por EGTA, esto también se ha visto en células linfoblastoides que sufren
apoptosis inducida por oxidacion, el proceso de fragmentacion, se ha inhibido por et EGTA,
demostrandose que el proceso es dependiente de calcio (27 , 28).

Por otra parte McConkey y Duken (56) demostraron que esta endonucleasa. que se
presume ser la responsable de las rupturas internuclecsdmicas, se activa con calcio y
magnesio, y es inhibida por zinc. La influencia inhibitoria del zine sobre la endonucleasa
propuesto por Gaido y Cidlowski, es que el zinc podria estar ocupando un supuesto sitio de
unién en la endonucleasa provocandole su inactividad, Koizumi y Walkes (57)
reporian las interacciones entre zine y los grupos fosfatos del ADN, estabilizando la
estructura macromolecular contra la endonucleasa. La modificacion de la estructuta de la
cromatina por poliaminas puede pravenir la fragmentacion de ADN y la apoptosis en
timocitos. Esto sugiere que la ruplura internucleosomal mediada por la endonucleasa
ocurre solamente cuando las regiones son adcesibles (58). Experimentos en nucleos de
células de higado de bovino han demostrado que la inhibicion por el zinc depende de las
concentraciones de calcio libre. Altas concentraciones de calcio causan una baja en la
inhibicion por zinc. Este hecho sugiere una reaccién competitiva entre el calcio y el zinc en
algun sitio intracelular, proponiendose que el balance entre calcio/zinc es responsable de



la requlacion de la endonucleasa (7). En células Hel.a tratadas con VP-16, el zinc (1-6
mM) previene la fragmentacién de ADN (8)

INHIBIDORES DE MACROMOLECULAS.

La apoptosis resulta de una decisién celular, basada en la informacién y medio
ambiente de la célula. En timocitos la apoptosis es inhibida por bloqueadorss de la sintesis
de proteinas y de ARNm, sugitiendo que la apoptosis es un proceso activo y por lo tanto
requiere de sintesis de macromoléculas especificas para poder llevarse a cabo (9 ). Asi en
varios sistemas experlmentales se ha usado (a cicloheximida y actinomicina para inhibir el
proceso apoptético.

CICLOHEXIMIDA.

La cicloheximida inhibe la actividad de peptidiltransferasa de la subunidad ribosomal
50 S en células eucariotas, interaccionando dirgctamente con la enzima translocasa que
participa en la reaccion de translocacion, asi inhibiendo la sintesis de proteinas,

ACTINOMICINA.

La actinomicina es un anlibiético (anticanceroso), que consiste en un crométoro
aromatico de 3 anillos (actinocina) y 2 bucles peptidicos. La capacidad de las
actinomicinas para reacclonar con el ADN parece ser el principal factor para su citoxicidad.
Esta inhibe la sintesis de ARNm dependiendo del ADN, particularmente la sintesis de ARN
ribosdmico en los nucldolos de las células cancerosas. Los bucles peptidicos actian como
anclas para sostener el esqueleto de actinomicina en un par de bases purina-pirimidina,
impidiendo la transcripcidn del ADN, al formar complejos con el ADN, combindndose con
los residuos de desoxiguanosina. De esta manera se inhibe a la ARN polimerasa,
bloqueando la formacién de la sintesis (17). La actinomicina D bloquea la transcripcion de
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todos los ARN. A bajas dosis (40 ng/ml) causa una inhibicidn pretersncial de la sintesis de
ARNr. En células Hela tratadas con actinomicina se ha mostrado que existe una
dependencia de las concenlraciones de actinomicina D, demostrandose que a allas

concenlraciones (1.0 pg/ml, 0.5 h) induce severa inhibicién irreversible del crecimiento
celular, mientras a bajas dosis (0.1 ug/ml, 0.5 h), causa una inhibicién reversible del

crecimiento celular (19).

ACTINOMICINA

Fig.4. Representacion esquematica de [a Interaccion de actinomicina D en el ADN
Tomado de Maeyers et al. 1978. Farmacologfa Clinica. Manual Moderno.

Se ha mostrado en varios tipos celulares que experimentan apoptosis por dilerentes
vias, una inhibicidn del proceso apoptético, por inhibidores macromoleculares como
actinomicina y la cicloheximida. Timocitos humanos tratados con adenosina experimentan
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apoptosis, la cual es inhibida por actinomicina D (10 pg/ml) y por cicioheximida(50 ng/mt),
siendo requerida asi la transcripeion y sintesis de proteina para la induccion de la muerte
celular apoptdtica (22). En timocitos de rata, tratados con iondforo de calcio, se ha
mostrado la inhibicidn del proceso apoptdtico con cicloheximida (1 pug/ml) hasta enun
94 % de inhibicién de fa fragmentacién del ADN (24). La induccion de la muerte celular
apoptotica en la diferenciacion de células neuroblastomas SH-SY5Y por colchicina, puede
ser inhibida por cicloheximida (0.1 um), (23). En linfocitos estos inhibidores
macromoleculares han demostrado que inhiben el proceso  apéptotico implicando asi

que el proceso de apoptosis depende de fa sintesis de ARNm y proteinas en estos tipos
celulares (29).
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Justificacion:

Se ha encontrado que las células Hel.a, tratadas con el antineopldsico cisplatino
presentan caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas propias de ta apoptosis. Siendo Hela
un buen modelo de estudio para caracterizar este proceso y proveer informacidn a cerca
de las posibles vias involucradas en el mismo, se procedid a tratar de inhibirlo medianta
diferentes agentes qufmicos, reportados previamente por varios autores como capaces de
bloguear la apoptosis en diversos modelos. Dado que la génesis, mediacién y conclusidn
de la apoptosis continia sin esclarecerse, esta informacion serfa valiosa para enfocar de
manera directa futuras investigaciones, con el fin de determinar los mecanismos de la

muere celular apoptdtica en células eucariotas tratadas con agentes que dafian el ADN.
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OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar e proceso de apoplosis en células Hela inducido por cisplalino
determinando los efectos de inhibidores de sintesis de macromoléculas, gquelantes de
iones divalentes e inhibidores de nucleasas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS,

-Determinar el efecto de los quelantes en el proceso apopidtico de céluias Hela
tratadas con cisplatino con los quelantes de ionses EDTA(0.1mM), EGTA (0.1mM), para
deducit el papel de iones como el calcio y magnesio en este proceso.

-Determinar ol efeclo de inhibidores de sintesis de macromoléculas( actinomicina D

(0.1, 0.5, 1.0 ug /ml) y cicloheximida ( 0.1, 1.0, 10 ptg/ml) ) sobre el proceso apoptdlico de
células Hela tratadas con cisplatino.

-Determinar el efecto del Zn (0.25 0.5, 1.0 mM } un inhibidor de ta endonucleasa
supusesta en algungs sistemas, sobre el proceso apoptdtico en células Hela tratadas cor
cisplatino.
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MATERIAL ¥ METODO.

j.as células Hel.a se crecieron en monocapa en medio de cultivo DMEM con 10 % (viv)
de suero fetal bovino. Se mantuvieron a 37°C en una atmosfera himeda con & ©. (viv) de
€02

DISENO EXPERIMENTAL.
-Viabilidad celular.

Se sembraron células Hel.a al 50 % de confluencia en cajas de 96 pozus, mantenidas
en fas condiciones anteriormente descritas.

La viabilidad se midié aproximadamente cada 24 hrs durante 3 dias. Con el ensayo de
MTT, como se describe en Denizot et .,al (53). Brevemente, se agreg® a cada pozo de
células con 100 microlitros de solucion de MTT (5mg/ml). Se incubo 4 horas y se disolvid
con isopropanol con 0.4 N de HCI. Se midi6 la absorbancia a 570 nm, con substraccién a
650 nm. Cada experimento se realizé por triplicado.

TRATAMIENTOS
EDTA tmM EDTA 1mM + CP(40pM)
QUELANTES
EGTA 1inM EGTA 1mM1 CP(40uM)
INHIBIDORES] CICLOHEXIMIDA CICLOHEXIMIDA + CP(40uM)
IDE SINTESIS (0.1,1.0.10ig/m}) (0.1,1.0,10 pg'ml) —
DE MACRO- ACTINOMICINA ACTINOMICINA + CP(401M)
MOLECULAS (01,0510 pg/mh (0.1,0.5,1.0 pgml)
ZINC ZINC + CP(40uM)
(025,05, 1 mM) (0.25,05, 1 mM)

CP-Cisplalino.
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MORFOLOGIA.

Se sembraron sobre cubreobjetos en cajas mullipozos, un milidn de células Hela por
pozo, las cuales fueron mantenidas en las condiciones previamente descritas. Una serie

comprendia Control, EDTA (1mM), EGTA (1mM), ZnS04 (1mM), cicloheximida (1.0 pg/ml),

actinomicina (0.1 ug/ml) y olra serie contenia a todos los lotes anteriores mas cisplatine a
tas mismas conceniraciones mencionadas. A las 18 hrs fueron relirados los tratamientos
de todas las muestras y se fijaron con etanol al 70 % a -20 grados durante 10 minulos, se
hicieron lavados 1ml por muestra de PBS (1x} por 5 minutos, al tercer lavado se le agregé
5 microlitros de RNAasa (10 ug/ml) incubandose por 2 hrs a 37 grados, se le afadid 2
microlitros de bromuro de etidio (10 mg/ml) por 15 minutos, se lavaron con PBS por §
minutos. Se monté la preparacién con resina hidrosoluble y se observd en micrascopio de
fluorescencia con objetivo de 40 X tomanddse la foto de cada muestra.

EXTRACCION DE FRAGMENTOS CORTQS DE ADN.

Se sembraron cajas con 3 millones de células Hel.a incubandose con los tratamientos
anteriormente descrilos. A las 18 fws se les agregd 0.5 mi de Ia solucion de lisis (Tris 10 mM
pH= 7.5, EDTA 10 mM, Tritdn 0.2 %) por muestra, se lisaron por 3 ciclos de congelacion-
descongelacidn, se incubaron con 6 ul de RNAasa (10 mg/ml) a 55 ¢ C por 30 minutos, en

seguida se incubaron con 6§ pl de proteinasa K (10 mg/mt) a 55 0 C por 60 minutos. Para
precipitar el ADN de alto peso molecular se agregd 0.4 volimenes de NaCl (5 M) mas 2
volimenes de etanol al 100 %. Se retird ¢l ADN de alto peso molecular con una pipeta
pasteur. Las muestras se incubaron a -70 por 24 hrs. Se centrifugaron las muestras a
11 500 rpm. El botdn de ADN fue secado por vacio, y se corrid en geles de agarosa (0.8 %
de agarosa, 2 yl de bromuro de etidio, 100 ml de TBE 0.5 X). La {ragmentacién de ADN fue
ybsewvada en un transiluminador de rayos ultravioleta a 340 nm y fotografiada.
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RESULTADOS DE LA VIABILIDAD CELULAR. Medias obtenidas mediante fa técnica de
MTT. en célutas Hela tratadas con (EDTA, EGTA, Actinomicina, Cicloheximida y zinc) mas
cisplatino con sus respectivos porcentajes y desviacion standard (* D.S.).

-EDTA-EGTA.
x TRATAMIENTOS
TIEMPO hrs JCONTROL | _EDTA | EGIA | GP CP-EDTA | CP-EGIA
0 01440 | 0.1440 | 0.1440 | 0.1440 |0.1440 0.1440
*0.009 "0.009 *0.009 Q.009 *0.009 '0.009
24 04150 03798| 047101 02383 | 0.1637 | 0.1851
*0.040 0012 0.031 Qs *0.009. ‘0,014
48 0.6160 | 05261 | 0.6741 | 0.1943 | 0.1474 0.1821
*0.026 '0.041. ‘0.037 ‘0.048 *0.003 ‘0.0e0
% TRATAMIENTOS
TIEMPO his|CONTROL | EDTA | EGTIA | CP__ | CPEDTA | CP-EGTA
0 00 100 100 100 100 100
6 ‘6 ‘6 ‘6 6 6
24 100 91 9% 56 39.4 397
‘9 7 ‘3 ‘3 *3 2
a8 100 776 99.4 286 217 268
a3 ‘8 ‘9 ‘10 ‘5 7
-ACTINOMICINA
% TRATAMIENTOS
TIEMPOW] CTRL [ACT.1 [ ACT 5 [ACT-1] cP [ cP-ACT-1] CP-ACT-5] CP-ACT-1
0 0.2130] 02130 | 0.2130 [0.2130{0.2130 | 0.2130 | 02130 | 02130
*0.005, *0.005 *0.005 ‘0.005 ‘0 00h *0.006 *0.005 °0.005
17 1 02983] 0.2171] 0.1461 {0.1361] 0.1974] 0.1460 | 0.0993 0.0948
*0.043 *0.004 Q607 ‘0,014 Qg *0,009 Q017 ‘0,003

40 0.3993] 0.1374 | 0.0966| 0.0975| 0.1248] 0.0859 | 0.0850 0.0881
0010 oon | vooor | o2 | 007 *0005 *0.003 "0.010
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% TRATAMIENTQS
TIEMPO hrs | CTRL | ACT-.1 {ACT .5 ACT1 |CP | CP-ACT1 CP-ACT-.5| CP-ACT-1
0 100 700 100 100 {1007 100 700 100
23 2.3 23 ‘2.3 *23 23 t23 23
17 100 [ 73 49 45 | 66 49 33 32
‘14 ‘1.3 ‘23 ‘4.7 ‘6.3 '3 ‘6.6 °1
40 100 34 24 241 3 21 21 22
‘25 27 ‘05 ‘0.5 ‘4.2 "1.2 0.7 25
-CICLOHEXIMIDA
- x_TRATAMIENTQOS
TIEMPO s} CTRL! CHX.1] CHX1] CHX10]_CP | ¢p CHX-1—CP-CHX1] CP-CHX 10
0 0.4155 0.4155] 0.4155| 0.4155 [0.4155 04155 [0.4155 0.4155
'0.013 *0.013 *0.013 *0.013 *0.013 ‘0.013 ‘0,013 *0.013
17 0.5588 0.4764] 0.3889 0.3386 ]0.3016 02232 |0.1778 0.1660
-0.007 ‘0008 *0.009 >0.008 *0.008 *0.007 *0.006 0005
40 1.001) 0.6261 0.4524 0.4493| 0.1324 0.0943 |0.0912 0.0874
'0.048 *0.017 *0.013 *0.022 '0.012 | *0.005 ‘0.014 0.013
% TRATAMIENTOS
TIEMPO hrs | CTRL| CHX 1] CHX 1] CHX 101 ¢p CR-CHXH-CP-CHY¥t EF-EH% 10
0 100 | 100 100 100 100 100 100 100
<3 '3 ) ‘3.1 R 31 3.1 31
17 100 | 85 69 60 57 40 32 19
‘1.6 1.8 ‘2 1.8 ‘1.0 ‘1.6 1.4 1.2
40 100| 62 45 44 13 9.4 9.1 8.7
118 ‘4 31 ‘5.2 28 "2 *3.3 310
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-ZINC
x TRATAMIENTOS -
TIEMPO ivs | CTRL | ZINC-1] ZINC-5 | ZINC-.25] CP_|CP-ZN-1] CP-ZN-5 | CP-ZN- 35
0 0411] 0411 | 0.411 | 0471 [0.471] 0411 | 0471 0.411
*0.014 *0.014 ‘0.014 '0.014 ‘0.014 *0.014 *0.014 *0.014
24 0507[ 0.149 | 0.075 | 0.145 | 0.222| 0.082 | 0.083 | 0.125
*0.026 *0.032 0.012 *0.043 *0.033 ’0.010 ‘0.012 * 0.004
a8 0741[ 0.164 | 0.092 | 0.120 |0.258] 0.087 | 6.088 | 0.100
*0.084 *0.003 ‘0.034 '0.113 *0.018 *0.002 *0.002 *0.016
% TRATAMIENTOS
TIEMPO ivs | CTRL| ZING-1] ZING-.5] ZING-25 | CP | CP-ZN-1] CP-ZN-5 | CP-ZN-25
0 100 | 100 | 100 | 100 100 {100 100 100
‘3 ‘3 3 *3 3 ‘3 ‘3 il
24 100 | 29 14 78 a3 16 16 24
°5 ‘6 2 '8 6 ‘2 ‘2 ‘0.7
a8 100 | 22 12 16 31 ik 13
‘n *0.4 ‘4 16 ‘24 0.2 ‘0.2 sl
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RESULTADOS

Efecta de los quelantes EDTA y EGTA sobre el proceso apoptdtico en células
Hela tratadas con cisplatino,

En la primera fase de la investigacion se evalud el efecto de los guelantes EDTA{1 mM)
y EGTA(1 mM) en el proceso apoptético de las células Hela, inducido con cisplatino (40

1M). Se midio la viabilidad con la técnica de MTT. En la figura 1A se presenta la curva de
supetvivencia en forma porcentual, donde se puede apreciar que las células Hela tratadas
con cisplatino durante 24 horas muestran una supervivencia de 80 %. Los tratamientos de
EGTA-Cisplatino y EDTA-Cisplatino presentan mayor mortalidad celular en las primeras
24 horas, cuando se compara eslos con la contra parle tralada solo con cisplatino,
indicdndonos una patenciacién por parte de estos dos quelantes en el praceso apoptatico.

Cuando se aplicaron los quelantes solas, no existié diferencia sobre la cuiva de
viahilidad a las dosis utilizadas. Al tratar a las células con una mayor concentracién (>1
mM} estas perdian la morfologia inmediatamente después de agregaries los guelantes, se
tomandose totalmente redondas, por lo que sa optd por utilizar solo la concentracién det
mM.

Al analizar la morfologfa de los nicleos de las células, con la tincién de bromuro de
etidio, figura 2 A, B y C se observd que las células tratadas con los quelantes (EDTA o
EGTA) mds cisplatino y las células tratadas solo con cisplatino presentan una morfologia
apoptética, donde se aprecia la cromatina nuclear condensada y algunas cuerpos
apoptéticos. Las células tratadas solo con EDTA o EGTA presentaron una morfologia
normal

Para correlacionar estos resultados morfoldgicos con los efectos causados al ADN en
estas células sometidas a los tratamientos antes descritos, se procedid a realizar la
extraccion del ADN, se corrieron en un gel de agarosa al 0.8 % y se visualizaron bajo luz
ultravioleta después de tedirlos con bromuro de etidio. Como se muestra en la figura 4E
(carril A) el ADN de las células lestigos y de las células tratadas con EDTA 6 EGTA, figura
4E (carril C) y figura 4F {carril A} no sufrieron fragmentacion alguna. Las células tratadas
con cisplatino (figura 4E (carril B)) 6 con cisplatino y EDTA 6 EGTA, que se muestran en las
tiguras 4E (caril D) y 4F (carril B) no inhibieron la fragmentacion especifica en el proceso
apopldtico.
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FIG.1A. Células Hela tratadas con los quelantes EDTA (1 mM) y EGTA

(1mM), més Cisplating (40 uM). Se Indica la desvlacién estdndar.
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Fig.2. Fluorascencia por bromuro de etidio (10 pg/ml) en células Hel.a, tratadas con EDTA

(1mM), EGTA (1mM) y Cisplatino {40 pm) y con los mismos quelantes mas cisplatino
observadas a las 18 hrs del tratamiento en un microscopio de fluorescencia (40 X). La
flecha indica una célula en apoplosis (cuerpos apoptélicos).
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Efectos de los inhibidores de sintesis de macromoléculas Cicloheximida y
Actinomicina D en el proceso apoptético en células Hela tratadas con
cisplatino.

En fa sequnda fase de este estudio se analizé el etecto de los inhibidores de sintesis
de macromoléculas Actinomicina D y Cicloheximida a diferentes concentiaciones, en el
proceso apoptdtico de células Hel.a tratadas con cisplatino. Para este fin se realizd una
estimacion de la viabilidad celular mediante la técnica de MTT como se describe en 1a
seccion ' material y métodos”.

Como se muestia en la figura 1B las células pre-tratadas durante dos horas con el
inhibidor de sintesis de ARN (actinomicina D), a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1.0
M) muestran una considerable mortalidad a las pocas horas { menos de 20 horas)
después del fratamiento. Esta disminucion es dependiente de la concentracion de la
actinomicina D. Las células tratadas con cisplatino (40 uM), mas actinomicina D a
diversas concentraciones muestran una mayor motalidad que las céiulas tratadas solo
con cisplatino. E! tratamiento solo con actinomicina D a cualquier concentracion provoca
una disminucion de 1a viabilidad celular.

Se realizd un andlisis morfoldgico con la técnica de fluorescencia con bromuro de
elidio. Las células se recolectaron a las 18 hrs después del lralamiento ya que es cuando
se puede observar claramente la apoptosis en células expusstas a cisplatina. La figura 3C

(lado derechu) muestra los ntcleos de células tratadas con actinosvicina D ( 0.1 pg/m)) la
cual muestra atgunas célutas apoptéticas, que no se presentan en las células lestigo
(figura 2A), el cultivo tratado con actinomicina D y cisplatino (figura 3 C) presentd mayor
numero de células apoptaticas que el cultivo expuesto soto a cisplatino (figura 2A).

Para corroborar la informacidn obtenida en el andlisis morfoldgico, se procedio a
realizar el andlisis de ADN, de bajo peso molecular. Se muestran los resultados en la
figura 4F (caiil C y D), en las células traladas solo con actinomicina D no se detecto
fragmentacion de ADN figura 4F (C). La fragmentacion de ADN no se inhibid en las células
tratadas con cisplatino mds actinomicina, presentandose el “ladder” figura 4F(D), al igual
que en las células tratadas solo con cisplatino (figura 4k carril B).
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Al pre-tratar las células con diferentes concentraciones (0.1, 1.0, 10 pg/mi) de
cicloheximida (inhibidor de sintesis de proteinas), se encontraron resuitados similares a los
que se obtuvieron pre-tratando con el inhibidor de sintesis de ARN. El anlisis de viabilidad
(figura 1C) revelé que fa cicloheximida por si misma causo una pérdida de la viabifidad
celular comparada con las células lestigo y esta pérdida fue proporcional a la
concentracion del quimico. Adn concentraciones pequefas como 0.1 yg/ml causaron Ia
muerte celular. Las células a las cuales se les pre-trato por dos horas con la cicloheximida
y despueés se trataron con cisplatino mueslran una curva de viabilidad por debajo de las
células tratadas solo con cisplatino, asf por ejemplo a las 18 hrs las células tratadas con
cisplatino muestran una viabilidad del 60 %, y las células traladas con cicloheximida y
cisplalino muestran una viabilidad de 58, 40 y 20 % dependiendo de la concentracion de
ciclohoximida utilizada.

Después se procedid a realizar el andlisis morfolégico. Las células se recolectaron a

las 18 horas post-tralamiento y se utilizé la cicloheximida a la concentracién de 1ug/mi., las
células se fijaron con etanol y se tifisron con bromuro de etidio. Como se aprecia en la
figura 3B algunas celulas tratadas con ciclohoximida mostraron morfologia apoplética, con
nucleos condensados y se pueden visualizar algunos cuerpos apoptdticos que no se
aprecian en las células sin tratamiento (figura 2A). la mayoria de las células tratadas con
cisplatino y cicloheximida mostraron una mcrolcgia apoptdtica superando el nimero
encontrado en celulas tratadas solo con cisplatino.

A continuacién se procedio a realizar el andlisis del ADN de las células, bajo las
condiciones descritas antariormente. Los resultados de este andlisis se muestran en la
figura 4g {carril A y B), el ADN de (as células traladas con cicloheximida, muestran un
patrén normal de corrimiento en los geles de agarosa, semejante al que se presenta en las
células testigo, en cambio en el ADN de las células tratadas con cisplatino ¢ cisplatino mas
cicloheximida presentan el patrén de fragmentacion caraclerfstica de células en apoplosis.
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FIG.1C. Células Hela tratadas con cictcheximida (0.1, 1.0, 10 pa/mi), mds
Cisplatino (40 uM). Se indica la desviacién estdndar.



Efecto del Zinc sohre le proceso apoptético de células HeLa tratadas con
cisplatino.

En una tercera fase de la investigacion, se evalud el efecto causado por diferentes
concentraciones (0.25, 0.5, 1.0 mM) de sulfato de zinc en el proceso apoptdtico de células

Hel.a tratadas con cisplatino (40 M). Se midid la viabilidad durante un curso temporal (0,
24,y 48 his) mediante la técnica de MTT. La figura 1D muestra los resultados, en donde se
puede apreciar que las células tratadas con zinc o con zinc mas cisplatino presentan un
decremento de la viabilidad mayor que el presentado en las células tratadas solo con
cisplatino. Por ejemplo aproximadamente a las 20 brs las células tratadas con cisplatino
presentan una viabilidad de 50% comparadas con las células testigo, si bien las células
con zing 6 zinc mds cisplalino presentan una viabilidad de solo 30 % comparadas con las
células tesligos.

Al realizar el andlisis morfoldgico tinendo el ADN con bromuro de elidio, se enconlio
que las células tratadas con zinc presentan un niicleo condensado en forma arrinonada,
mientras tanto, las células tratadas con cisplatino mds zinc presentan una morologia
inusual, no forman cuerpos apoptoticos y con el bromuro de etidio se musstran un par de
manchas que podrian ser ADN condensado o los nucléolos (fig.3A). Después de este
andlisis moifoldgico se procedid a electuar el andlisis de ADN, en el cual se extrajn el ADN
de las células testigo y las células con tratamiento, esle se corrid en un gel de agarosa,
como se muestra en ta tigura 4G (carril C y D). En el cultivo de células expuestas con zinc
ho se aprecia fragmenlacion, En las células con zinc mas cisplalino el ADN gendmico
migra de manera mas lenta, lo cual puede deberse a un estado de supercondensacion y
una degradacidn pateclda a la que se presenta en células con necrosis. No se presenta la
fragmentacion caracleristica de apoptosis.
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FIG.1D. Células HeLa tratadas con Zinc (0.25, 0.5, 1.0 mM)}, mas Cisplatino
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Fig.3. Fluorescencia por bromuro de etidio (10 pg/ml) en células Hela, tratadas con

Zinc(1mM), Cicloheximida (1.0 pg/m!) y Actinomicina(0.1 pg/ml), observadas a las 18 hrs
del tratamiento en un microscopio de florescencia (40X). La flecha indica una célula
apoptdtica (cuerpos apoploticos).
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Fig.4. Electroforesis en gel de Agarosa (0.8 %), andlisis del ADN de céluias Hela, efectos
causados por EDTA, EGTA, Zinc, Actinomicina y Cicloheximida a las 18 hrs de tratamiento.
Técnica descrita previamente para ta extraccién de fragmentos de ADN. E) M (marcador
de peso molecular), A y C (control y EDTA), By D (Cisplatino y EDTA + Cp)
respectivamente.  F) M (marcador), Ay C (EGTA y Actinomicina), By D (EGTA + Cp y
Actinomicina + Cp). G) M (marcador), Ay C (Cicloheximida y Zinc), By D (Cicloheximida 4
Cp y Zinc + Cp) respectivamente.
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DISCUSION

£l papel que comprende el calcio como agente regulador del proceso apoptotico es
muy relevante. Las primeras evidencias surgen de estudios que mostraron que la
elevacidn de calcio citosdlico (Ca2+) indujo apoptosis en timacitos (22).

El mecanismo preciso por el cual el calcio interviene en la muerte celular no se
conoce, si bien existen endonucleasas dependientes de calcio y magnesio, que median e!
rompimiento de ADN en las regiones nucleosémicas, por 10 que estas enzimas son un
blanco atractivo para el efecto del calcio. En general se han propuesto principalmente dos
endonucleasas regsponsables de ia fragmentacion del ADN en el proceso apopldtico, la
ADNasa !, que es dependlente de calcio y magnesio y fa ADNasa Il que es independiente
de calcio y magnesio (44). También se ha implicado una endonucleasa relacionada con
ciclofitina A, asi como otras no identificadas con un peso alrededor de 20-40 Kda.
Recienlemente se ha detectado una enzima de 18Kda (NUC-18) en timaocitos (54). Se ha
sugerido que esta enzima es un cofactor de la ADNasa 1.

Se ha demostrado que inhibidores de estas endonucleasas inhiben la fragmentacion
de ADN y la apoptosis, sugiriendo que existe una relacion casual. También se ha
demastrado que el tratamientc con quelantes de calcio y/o magnasio, logran inhibir la
apoptosis en timocitos (30). De la misma manera, en células del bazo, se han propuesto
que exisle una endonucleasa dependiente de calcio y magnesio, que participa en la
digestion det ADN en a muerte apopidtica de estas células. Esla endonucleasa propuesta
se inhibe con EGTA.

Los resullados del tratamiento con icnétoros de calcio como A23187, los cuales
inducen apoptosis en muchos tipos celulares, sugieren que el influjo de calcio puede
disparar la apoptosis. En timocitos se ha reportade que el aumento inicial de calcio va de
85-100 nM (concentracion normal) a 300-800 nM durante la apoplosis. La fuente de Ca?+
parece ser predominantemente extracelular, ya que el cullive de células, en medio bre de
calcio previene la apoplosis (11).

Aliernativamenie un aumenlo de calcio citosdlico puede disparar evenlos secundatios
donde esién involucradas olras enzimas dependienies de Ca2+ por ejemplo la
transglutaniinasa, una enzima que cataliza enlaces E(a-glutamil)lisina enire proleinas
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formando una red, que ayuda a la formacidn de tos cuerpos apoptétices. la cual esta
mvelucrada en el proceso apoptdtico de diversos sistemas (45). Recientemente también se
ha demostrado que la calmodulina (proteina que une calcio) esta involucrada en &l
proceso apoptotico, @ inhibidores de esta, inhiben la fragmentacion de ADN y la apoptosis
en limocitos tratados con glucocorticoides. Ademdas un aumento en la expresion de la
calmodulina se ha observado en células del timo de ratén (WEHI) tratadas con
glucocorticoides. Otra proteina posiblemente implicada es la calbindinaD28K (proteina que
une calcio dependiente de la vitamina(E) 1a cual se ha demostrado que protege contra la
apoptosis en células de pristata.

La elevacion de Ca2+ intracelular, no es un requerimiento universal para la iniciacion
de la apoptosis. La induccion de la apoptosis por dexametasona o novibiocin (un inhibidor
de la topoisomerasa Il ) en células linfociticas humanas CEM-C7 parece ser independiente
de la toma de calcio (47,48). Ademds en células HLG60(células de leucemia promielociticas)
inducidas a apoptosis con ionéloros de calcio, la aparicion de la fragmentacion del ADN se
correlaciond temporalmente con la acidificacién intracelular, en lugar del aumento de la
concentracion de calcio intracelular{11). En otros sistemas se ha encontrado que el
aumento de calcio intracelular se presenta en las ullimas fases del proceso apoptatico, lo
que indica que el calcio pueds jugar dilerentes papeles a diferentes tiempos durante el
proceso apoptético (11).

Recientemente se observé que las células Hela experimentan apoptosis al tratarse con
cisplatino presentando tanto la mortologia y la fragmentacién del ADN intesnucleasomal
caracteristicos de la muerte por apoptosis (36). Con el fin de caracterizar mejor este
modelo intentamos inhibir el proceso con los quelantes de Ca2+y Mg? (EDTA y EGTA).
Con los resullados obtenidos demostramos que el EDTA y EGTA no son capaces de inhibir
el proceso apoptdtico o la fragmentacion de ADN de células Hela tratadas con cisplatino,
como ocurre en olros sistemas. Con estos resultados no podemos asegurar que este
proceso no dependa de una endonucieasa dependiente de calcio y magnesio, para ollo se
requieren mas estudios, por ejemplo el medir el calcio intracelular y los diferentes
depositos que exislen en la célula,



En vanas estirpes celulares la apoptosis es percibida como un proceso de muerte
celufar activo, el cual parece genéticamente controlado. Se ha reportado que &l proceso
apoptadtico requiere de la sintesis de proteinas especificas para llevarse a cabo, como
también de la transcripcion de ARNm especificos, como se ha demostrado en
Caenorhabditis elegans, en el cual los genes ced-3 y ced-4 participan en la induccion de la
apoptosis (41 ). Estas suposiciones estan basadas principalmente en estudios donde se
han reportado que inhibidores de macromoléculas entre otros [a cicloheximida, emitina, y

actinomicina D previenen la apoptosis de timocitos, los cuales han sido previamente
iradiados, o tratados con glucucorticoides e iondforos (31-32).

Asi como en la apoptosis de timocitos, la sintesis de ARNm y proteinas es necesaria
para llevar a cabo este proceso apoptético, también ha sido demostrado en la apoptosis de
células del ovario de hamster chino, células mieloides de leucemia, neuronas, y células
linfociticas de leucemia cronica (11).

En este estudio al realizar pruebas exparimentales en células Hel.a tratadas con el
inhibidor de la transcripcion { actinomicina D), se mostré que este no es capaz de inhibir la
muerte por apoptosis inducida con cisplatino. Por otra parte la actinomicina D por si misma
patece activar esle proceso, como ocurre en diversos sistemas (33-35).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se comprueba en primera instancia, que la
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas, tampoco es capaz de inhibir el
proceso apoptélico de células Hela tratadas con el antinedplasico cisplatino. Se ha
reportado que fa sintesis de una proteina requerida en el proceso apoptético no es
universal para todo tipo de apoplosis celular, Uno de los primeros estudios que
demostraron que la apoplosis procede en presencia de inhibidores de proteinas, fué hecho
por Duke et al.,(55) quienes reportaron que la apoptosis de linfocitos citotdxicos T no se
bioqueaba. Ahora existen numerosos ejemplos en donde la apoplosis se fleva a cabo en
presencia de inhibidores de macromoléculas, células de leucemia hunianas HL-60,
gueratinocitos, células de linfoma de ratén S46, células CEM-C7, y macrdfagos,
hepatocitos, (11, 38, 39, 43). En algunos de eslos sistemas los inhibidores de
macromoléculas, no solamente no prolegen de la apoptosis, sino estos mismos la inducen.
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Esto sugiere que existen diferentes mecanismos para la induccion de apoptosis,
dependiendo del tipo celular (11).

Posiblemente en la linea celular de Hela derivada de cancer cervicouterino, el
proceso apoptatico se encuentre inhibido potr una proteina, 1a cual podria dejar de
sintetizarse con los inhibidores de macromoléculas como la actinomicina D y la
cicloheximida disparando en menos de 24 horas |a apoptosis en estas células. Esto
senalaria hacia la existencia previa de todos los factores necesarios para que se lleve a
cabo el proceso apoptético.

Los cationes divalentes ZnZ+ bloguean la apoplosis en una amplia variedad de
sistemas. Su sitio de accién permanece incierto, se ha visto que la activacion de las
endonucleasas durante la apoptosis es inhibida por iones Zn2+, esto se ha comprobado en
macrdfagos (37, 39), células del bazo (11), Células Hela tratadas con Vp-16 (8) asi como
en nicleos aislados. Recientes estudios han demostrado que si bien los cambios
nucteares asociados con apoplosis pueden ser bloqueados por Zn2+, los cambios
citoplasmaticos en este proceso se llevan a cabo normalmente. En timocitos tratados con
zinc (1 mM), mediante microscopia electrénica se han observado etapas tempranas de la
apoptosis, lograndose detectar l[a membrana nuclear intacta, pero con convoluciones, la
eucromatina mantiene una densidad normal. Estas caracleristicas han sido descritas en las
primeras etapas de iniciacién de la apoptosis en algunas estirpes celulares. Por olra parte
en este mismo modelo experimental, no se observa el “laddei” suponiendo con esto, que
las rupturas del ADN son hechas en etapas tardias del proceso apoptético.

Ya que ni los quelantes ni los Inhibidores de macromoléculas inhibieron la apoptosis
en células Hel.a decidimos evaluar los efectos causados por el zinc, usando sulfato de zinc
en este sistema.
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Con los resultados obtenidos, se muestra que el zinc puede inhibir el proceso
apoptotico o por o menos la fase final del proceso ya que no se detectaron cuerpos
apopldticos en el cullivo expuestos a zinc-cisplatino. Si bien la viabilidad celular disminuye
y la morfologia de las células no as comun, el zinc no rescala a las celulas de la muerte. al
parecer solo interfiere con el proceso apoptético. l.a morfologia de las células expuestas a
zinc mas cisplatino no es claramente necrotica pero tampoco apoptética, posiblemente
exista otro mecanismo de muerte desconocido, por el cual el zinc de muerte a estas
células. Hay que tomar en cuenla que la necrosis y la apoplosis no son dos tipos de muerte
celular opuestos sino mds bien es un continuo, en el cual pudieran compartir ciertas
caracterislicas. La condensacién de la cromatina en lorma arrifionada olbtenida en el
cultivo tratado solo con zinc es morfoldgicamente distinta, a la descrita para fa apoplosis y
la necrosis. Aunque actualmente no se conoce la manera en la que el zinc participa en la
fragmentacion del ADN en la apoptosis, se piensa que el zinc puede estar directamente
afectando vias lisioldgicas importantes (8).

El zinc quizd juegue un doble pape! tanto de iniciador de la apoplosis en etapas
tempranas como de inhibidor de la apoptosis en etapas fardias (40). El zinc ha sido
implicado como un bloqueador de la Ca ATPasa (Bomba de Calcio), con ello tal vez inhibe
la entrada de calcio a la célula, asi impidiendo que se active la endonucleasa dependiente
de calcio (42).

Los resultados obtenidos senalan que ol zinc probablemente inhiba a la endonucleasa
1esponsable de la degradacion internucleosomal del ADN, ya que no se presenta el
“ladder” caractelistico. Esta suposicién esta apoyada por el hecho de gue no existe
fragmentacion nuclear en las células tratadas con cisplatino y zinc y por ende, no se
presentan cuerpos apoptdticos. finalmente no se puede excluir una posible modificacion
estructural del ADN, como responsabie de la inhibicion del rompimiento regular del ADN,
dada la presencia de una movilidad anormal del ADN genomico.
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CONCLUSIONES

Los quelantes EDTA y EGTA no inhibisron el proceso apoptotico de células Heba

tratadas con cisplatino.

_Los inhibidores de la sintesis de macromoléculas (actinomicina y cicloheximida). no
son capaces de inhibir el proceso apoptético, en este modelo experimental, al contrario,

estos inhibidores macromoleculares indujeron apoptosis por si mismos en células Hela.

_El zinc fue capaz de inhibir el proceso apoptético de células Hel.a tratadas con

cisplatino. Aunque el zinc no es capaz de bloquear la muerte celutar.

La morfologla de las células Hel.a expuestas al zinc mds cisplatino, no es claramente

necratica ni apoptodtica.
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APENDICE.
Viabilidad celular,
Cultivo celular.
Material bioldgico.-Células cancerosas del cetvix uterino (células
Hel.a).
Instrumental

Campana de flujo laminar.
Autoclave.
Microscopio optico.
Espectoiotémetro Beckman.
Microfuga E Beckman.
Centrifuga Hettich.
Incubadora Fisher Scientific.
Refrigerador.

. Congeladora.

. Hemocitometro.

Material esterilizado.

Pipetas seroldgicas de 5 mly 10 ml.

. Pipetas pasteur.
Micropipelas y puntas aplicadoras.

. Frascos de Cullivo Falcon.

. Cajas mullipozos de plastico.
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Tubos de ensaye de 15 ml.
Microtubos y pisetas.
REACTIVOS
-Medio de cultivo DMEM con 10 % de suero fetal bovino, antibidticos y fenol.
-PBS( amortiguador salino de fosfatos).

-BSA( suero bovino con albumina).

SOLUCIONES,

-Tripsina.

-Agua destilada y desionizada.
-EDTA 1mM.

-EGTA 1mM.

-804Zn(0.25, 0.5, 1 mM).
-Cisplatino(40 uM}.
-Actinomicina (0.1, 0.5, 1.0 g/ml),

-Cicloheximida (0.1, 1.0, 10 pg/ml).

-Solucién de MTT 0.5mg/mi.
El MTT es una sal amarilla tetrazolum, insoluble en agua, las enzimas dashidrogenasas de
la mitocondria, rompen el anillo de tetrazolum y forman un compuesto color purpura
denominado formazan, este puede ser medido espectrofotomeatricamente disolviendolo en
isopropanol.

-Solucién de HCI en isopropanol 0.4 M.
-Solucidn para tripsinizar (PBS-10 ml + 50 it de tripsina),
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ANALISIS DEL ADN (ELECTROFORESIS).
INTRUMENTAL.

-Probeta de 200 mi

-Parafilm.

-Balanza de precision.

-Matraz erlenmeyer de 250 ml.
-Herno de microondas.
-Ultracentrifuga.

-Camara de electroforesis con peine.
-Microfuga.

-Tubos da centrifuga.

-Fusntes da poder con electrodos.
-Autoclave.

-transiluminador.

-Gendarmes.

REACTIVOS.

-Agarosa 0.8 grs.
-Agua destitada 100 ml.
-Buter trls de boratos EDTA (TBE) 0.5 X

Bromuro de etidio 10 jg/ml.

Preparacion del amortiguador TBE.
Para un litro de solucion stock 5X:

Se peso 54 grs de tris base y 27.5 de 4cido bérico y se prepard 20 ml de solucion EDTA
0.5 M con pH=8.0. Todo ss agregé a un vaso de precipitado de 1 litro, se atorg con agua
destilada y se disolvid con un agitador imagnstico, la solucion se esterilizd y se guardo en
un frasco. Para obtener TBE 0.5X se agregaron 20 mi de TBE 5X a una probsta de 200 ml

1a cual se alord y resuspendio con agua dastilada.
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Elaboracion y corrimiento del gel.

Se pesaron 0.8 grs de agarosa disueltos en 100 ml de amortiguador. =sta solucion se virlio
en la camara de electroloresis de manera que se obtuviera una capa de gel de 1 cm de
espesor. Al gelificarse la solucién se extrajo el peine y el gel estaba listo con sus pozos
(carriles) moldeados.

Se anadio suficiente amortiguador a la cdmara con el gel ya montado de tal torma que
apenas rebasara el nivel de los pozos. Se colocaron cuidadosamente las muesttas en los
carriles respeclivos. se conectaron los electrodos a la fuente de poder y'linalmente se
encendio el aparato para que el ADN comenzara a correr.

RAeactivos para la abtencion de los fragmentas de ADN.

Solucién A.

-Tris 10 mM pH=7.5 10l
-EDTA 1t mM 20
-Tritdn 20

-Aforar en 10 m| de agua destilada.

Solucidn B.
-SDSal 1 % 800 .
-EDTA 1M 20 pl.

-Aforar en 10 ml de agua destilada.

-RNasa 50 jig/ml.

-Proteinasa K 500 pg/ml.
-Etanol absoluto.
-Solucidn de NaCl 2.5 M pH=5.2.

-Marcador preparado 2 jtl.
Tris-edta (TE) 8 ul



Forfologia de celubas Heb o
Inutromental.

-Autoclava.

-Portanbietos | cubreobijetos
Ciuantees y gasd gslarie:,

Pape! aluminio.

-Cinta arhesive,

-Cajas de pelri

Tubos Ephendor.

-incubadora.

-Microscopio optico invertido.
-Campana de tujo laminar,
-Glicerina,

-Cijas de cultivo de 75 wi
-Pipetas seroldgicas de 10y § mil.
-Micropipetas y puntas aplicadoras.

IReactves,

-Etanol absotulo.

-Cisplatino 40 puid.

Merio de Cullivo DMIEM,

P8BS 1x.

-Bromuto de plidio 10 pg/ml,

HNasa (1 4 pl de RNasa + 1.5 mil de PBY).
-Sob de HCIS N,

-Agua deshlada

Elanol 70 7
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